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RESUMO

O aerénquima ¢é um tecido vegetal com grandes lacunas de ar que podem ter funcdo de
circulacdo de gases e/ou sustentacdo de 6rgdos, estando presente nas raizes e 6rgaos aéreos de
plantas aquéticas ou sob alagamento, podendo ainda ser formado em decorréncia de algum
estresse. Ceratopteris richardii € uma planta aquatica, de héabito anfibio que apresenta
aerénquima em seus 6rgdos vegetativos. Dessa forma, esse trabalho buscou analisar a
formacéo de aerénquima nas raizes e peciolo desta espécie frente a uma situacéo de restricdo
hidrica e verificar sua plasticidade fenotipica. Vinte individuos de C. richardii foram
cultivados e submetidos a um tratamento com diferentes concentragbes de PEG 6000. Em
todas as amostras analisadas, foi observada a formacao de aerénquima. A analise qualitativa
mostrou diferenca entre os tratamentos, porém, a analise estatistica revelou que as diferencas
ndo sdo significativas para o nimero amostral empregado. Variaces de crescimento do
esporofito revelaram que a espécie de estudo modificou algumas caracteristicas de
desenvolvimento em resposta a restricdo hidrica. Tais resultados revelam importantes
caracteristicas para esta espécie, que parece aclimatar-se a situacdo de estresse a qual foi
submetida. Com base nisso, sugere-se ampliar estes estudos para elucidar questfes
relacionadas a formacao de aerénquima e 0 ambiente, seja para esta espécie ou de outro grupo

taxondmico.

Palavras-chave: aerénquima, Ceratopteris richardii, plantas aquaticas, plasticidade

fenotipica, restricao hidrica, samambaias.
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ABSTRACT

Aerenchyma is a plant tissue with large air gaps that may have gas circulation function and /
or sustain organs. This structure is present in roots and aerial organs of water plants and in
plants under flooding it may also be formed during some stress. Ceratopteris richardii is an
aquatic plant, with amphibious habit that has aerenchyma in their vegetative organs. Thus, the
aim of this study is analyze the aerenchyma formation in roots and stem of this specie under
water restriction situation and verify their phenotypic plasticity. Twenty specimen of C.
richardii were cultured and subjected to treatment with different concentrations of PEG 6000.
In all samples, were observed aerenchyma formation. Qualitative analysis showed differences
among treatments, however, the statistical analysis revealed that the differences are not
significant for the sample size. Sporophyte growth variations revealed that the specie of study
modified some growth characteristics in response to water restriction. These results reveal
important characteristics for C. richardii, which seems to acclimatize the stress situation
which has submitted. On the base that, it is suggested further studies to become clearer the
relation between aerenchyma formation and environment, even to either this species or

another taxonomic group.

Key words: aerenchyma, aquatic plants, Ceratopteris richardii, ferns, phenotypic

plasticity, water restriction.



vii

SUMARIO
O 1 018 o To (3% To B T PSR PSP PP PR PP PRPPRO 1
1.1 SODIE 0 ACTENQUIMA . ....eiuiiieeieeete ettt bttt 1
1.2 Estresse hidrico €m Plantas ..........cccveoiiieiieii i 3
1.3 Desenvolvimento e Plasticidade Fenotipica da Raiz..............cccoovevviieiieie e, 4
1.4 Familia Pteridaceae € 0 GENero CeratOpteris ........covviiereereiiiereerieseeseesiesee e 7
1.5 Ceratopteris richardii Brongn. ........cccoooeiieiiic e 8
2. ODJELIVOS ...ttt bbb 11
2.1 ODJEUIVO GEIAL ...t 11
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS. .. .ueeviiiieiieiiiie et 11
3. Material € METOUOS. ........cceiiiiceeieie ettt re b e e e 12
3. L.Material BOTANICO ... .c.veiiiiiiiiiiiieieie ettt 12
3.2. MICrOSCOPIA FOLONICA. ... .ccveeiiitie ettt sre e reene e 13
3.3 ANALISE ESTALISTICA . ...vevvevevisieeiieieie ettt bbb 15
O o U ] | 7 To o LSOO PR PRSP 16
4.1 O ESPOFOTITO ..ttt ettt ne e 16
4.2 Breve descri¢do do desenvolvimento da raiz € aerénqUima...........cceeeeereneresesieeieennns 16
4.3 Formacdao do aerénquima durante a limitacao hidrica ..........ccccceveveveiieieiniiceccen, 17
ST I 1T £S5 T OSSR 19
Referéncias DiblIOgrafiCas .........c.coviii i 23
ANEXO 1 — TABELAS ...ttt bbbt 30

ANEXO 2 — FIGURAS ... 33



1. Introducéo

1.1 Sobre o Aerénquima

Plantas aquéticas ou sob inundacdo temporaria apresentam algumas caracteristicas
morfo-anatdmicas particulares em seus tecidos e 6rgdos (Drew et al. 1979). A formacéo de
um tecido parenquimatoso especializado denominado aerénquima € parte do desenvolvimento
dessas plantas, ou ainda, uma resposta a algum tipo de estresse, como por exemplo, a hipoxia
resultante de um alagamento (Haberlandt 1896; Evans 2004). Através de trabalhos como os
de Kawase (1972; 1974), Drew et al. (1989) e He et al. (1996), sabe-se que enzimas que
atuam no metabolismo da parede celular, resultando na formacgdo de aerénquima sao
induzidas por etileno, o qual, por sua vez, tem sua producdo estimulada pela hipoxia.

O aerénquima é um tecido vegetal parenquimatoso caracterizado por apresentar
grandes lacunas de ar que podem ter funcdo de circulagdo e armazenamento de gases e/ou
sustentacdo de 6rgdos. Esse tecido pode ser encontrado em plantas de diversos grupos
taxondmicos, devido a evolugdo convergente dos mesmos para sobreviverem em ambiente
aquatico, onde a disponibilidade de oxigénio (O,) e diéxido de carbono (CO,) é menor
(Rascio 2002).

Schenck (1890) foi o primeiro a utilizar o termo “aerénquima”, porém De Bary (1877)
ja havia descrito dois processos basicos de formacdo de lacunas de ar ou preenchidas com
exudatos: processo esquizogeno, que se caracteriza pela formacdo de grandes lacunas
originadas nos vértices celulares proximos as zonas de jungdo; e o processo lisigeno, que
envolve um grupo de células que coalescem, degenerando as paredes celulares, o que resulta
na formacdo de uma cémara. Evans (2004), Seago et al. (2005) e Jung et al. (2008)
reconsideram esses padrdes descritos. Deste modo, 0 aerénquima esquizdgeno é resultado
da separacdo celular, sem que haja morte; enquanto o aerénquima lisigeno é resultado da

morte celular programada (Evans 2004).



Seago et al. (2005) descreveram um outro processo de formacdo de aerénquima, o
expansigeno, o qual caracteriza-se pela formacdo de lacunas ou cdmaras de ar pela diviséo
seguida de expansdo celular, sem que ocorra separacdo, colapso ou morte das células. Os
autores classificaram o aerénquima em cinco tipos: expansigeno, esquizdgeno e lisigeno (ja
descritos acima); aerénquima misto, onde lacunas esquizdgenas ocorrem juntamente com
algumas poucas expansdes; esquizo-lisigeno, no qual ocorre a separacao de células ao longo
do eixo radial, seguida de morte de algumas células. Os autores também subdividiram o
processo lisigeno em trés tipos: radial, tangencial e em pacotes, relatando que esses processos
sdo iniciados por separacbes esquizdgenas e seguidos por colapso e/ou morte celular. No
lisigeno radial, separacdes esquizdgenas, seguidas de colapso ou morte, ocorrem ao longo de
setores radiais no cértex médio. Ja no processo lisigeno tangencial, separacdes e colapsos
celulares ocorrem em setores tangenciais, entre fileiras radiais de células intactas. No
aerénquima lisigeno em pacotes, células de fileiras radiais dividem-se anticlinalmente e de
maneira desigual para a formacdo de uma nova fileira, e, posteriormente, todas ou a maioria
destas células recém formadas, colapsam ou morrem para formar as lacunas.

Foram apresentadas por Jung et al. (2008), variacdes dos tipos esquizégeno e lisigeno.
Para isso, 0s autores basearam-se na morfologia do aerénquima de acordo com o arranjo das
células. Os mesmos ainda identificaram os tipos lisigeno radial e expansigeno, que haviam
sido anteriormente propostos por Seago et al. (2005), como lisigeno em pacotes e
esquizogeno favo de mel, respectivamente. Segundo os autores supracitados a grande
diversidade estrutural encontrada no aerénquima pode ser o reflexo de processos fisiologicos
e/ou adaptativos ao ambiente e, apesar de sua formagdo, seja no processo esquizdgeno ou
lisigeno, usualmente ser relacionado a hipdxia, outras fontes de estresse, como alta
temperatura, seca (limitacdo hidrica) e deficiéncia nutricional também parecem promover a

formagéo do aerénquima (Gunawardena et al. 2001; Evans 2004).



1.2 Estresse hidrico em plantas

Durante seu ciclo de vida, nem sempre as plantas encontram condigdes ambientais em
que os fatores sejam favordveis ao seu desenvolvimento. A reducéo na disponibilidade de
agua no solo, por exemplo, € um importante fator ambiental que limita o crescimento dos
vegetais. Na natureza, o estresse hidrico ocorre, geralmente, de maneira gradual e as plantas
que desenvolvem mecanismos para adaptarem-se as condiges de baixa disponibilidade
hidrica, tornam-se tolerantes (Chaves Filho & Stacciarini-Seraphin 2001). Alteracdes no
comportamento vegetal causadas pela deficiéncia hidrica podem ser irreversiveis. Esta
irreversibilidade vai depender do gen6tipo (capacidade de resposta a mudancga), do tempo de
exposicdo ao estresse, da severidade e da fase de desenvolvimento da planta (Santos &
Carlesso 1998).

A habilidade de um organismo alterar sua fisiologia e/ou morfologia em decorréncia
de sua interacdo com o ambiente € chamada de plasticidade fenotipica (Bradshaw 1965;
Scheiner 1993). A mesma pode ser considerada um mecanismo gerador de variabilidade
fenotipica, criando oportunidades para a conquista de novos ambientes (Cardoso & Lomdnaco
2003). Segundo Wells & Pigliucci (2000), alteracdes fenotipicas relacionadas a limitacdo de
algum recurso representam uma resposta frente as condi¢bes adversas, podendo indicar uma

vantagem para 0 organismo.

Os diferentes 6rgdos das plantas podem responder de maneira distinta frente as
alteracbes ambientais a que sdo expostos. De acordo com Ludlow & Muchow (1990), uma
variacdo significativa no desenvolvimento radicular é causada quando h& uma reducdo no
contetdo de agua no solo; isto pode levar a uma mudanca no periodo de disponibilidade e na
quantidade de &gua disponivel para as plantas. Inimeros trabalhos tratam a formacdo de
aerénquima em raizes como resposta ao alagamento (Justin & Armstrong 1987; Burdick

1989; He et al. 1994, Leite et al. 2012), porém, poucos estudos mencionam a restri¢do hidrica



e/ou nutricional como também responsaveis pela formacéo deste tecido, tais como Drew et al.
(1989), que relacionam a deficiéncia de nitrogénio ou fosfato com a formacéo de aerénquima;
He et al. (1994), que apresentam um estudo sobre o efeito da deficiéncia de nitrogénio; e
Dantas et al. (2001), os quais relacionam a presenca de calcio com retardo na lise celular e,
consequentemente reducdo do tecido (os trés trabalhos utilizaram raizes de milho para os

estudos).

Além das raizes, os 6rgdos aéreos dos vegetais também sdo afetados pela baixa
disponibilidade hidrica. A reducdo da area foliar, por exemplo, é tratada por autores como
McCree & Ferndndez (1989) e Taiz & Zeiger (2013) como a resposta mais proeminente ao
déficit hidrico, uma vez que a expansdo foliar € um processo administrado pela turgidez
celular. Outro 6rgdo que pode apresentar respostas quanto a deficiéncia hidrica € o peciolo.
Em um trabalho de Marschner (1986) é visto que, em decorréncia da limitacdo hidrica, a
absorcdo de célcio pode ser afetada, causando a desintegracdo da parede celular e, assim, o
colapso dos tecidos acometidos. Em um estudo com soja, Mascarenhas et al. (1992)
observaram o colapso do peciolo (dobramento seguido de necrose) em plantas que sofreram
déficit hidrico e, consequentemente baixa absorcdo de célcio; os autores associaram esse

distarbio com a estabilidade que o célcio daria a parede celular.

1.3 Desenvolvimento e Plasticidade Fenotipica da Raiz

A raiz é um Orgdo presente nos esporofitos das plantas vasculares, embora elas ndo
ocorram em algumas plantas vasculares ancestrais tais como em Psilotum spp., em Wollffiella
spp. e em plantas epifiticas como em Tillandsia spp. As raizes, além das fungdes primarias de
ancorar e sustentar a planta ao substrato, sdo responsaveis pela absorcdo e transporte de agua,

minerais e armazenamento de fotoassimilados. Plantas avasculares, como musgos e hepaticas,



desenvolvem rizéides filiformes (estruturas semelhantes a raizes); estas estruturas também
podem ser encontradas em gametofitos de plantas vasculares sem sementes, como as
samambaias (Bellini et al. 2014).

A influéncia das raizes em seu ambiente circundante permitiu mudancas fundamentais
no ambiente da Terra, incluindo decréscimo na concentracdo do dioxido de carbono
atmosférico (CO), decréscimo na temperatura global e a formacao de ambientes de solo mais
complexos (Kenrick & Crane 1997; Raven & Edwards 2001; Pires & Dolan 2012). As
interacBes entre as raizes das plantas e seu ambiente circundante, dessa forma, continuam a
influenciar os ciclos de carbono e nitrogénio do planeta.

Numa abordagem estrutural, plantas sem sementes, como as samambaias, possuem
uma organizacdo meristematica diferenciada, 0 que oportuniza estudos sobre
desenvolvimento de raiz em um contexto anatbmico mais simples do que em angiospermas
(Hou & Hill 2004). Os tecidos das raizes das angiospermas podem ser originados a partir de
dois tipos diferentes de organizagdo: aberto — onde um grupo de células iniciais origina os trés
meristemas primarios (protoderme, meristema fundamental e procdmbio), além da coifa; ou
fechado — onde existem trés a quatro grupos de iniciais, onde cada grupo de iniciais é
responsavel pela formacdo de determinados meristemas primarios. Em contrapartida, os
tecidos das raizes das samambaias originam-se de uma Unica célula apical inicial tetraédrica
(Bierhorst 1971; Gifford 1983; Gifford & Foster 1989; Imaichi 2008) para a maioria das
samambaias leptosporangiadas (Gunning et al. 1978; Gunning 1982), ou lenticular em

Pteridium aquilinum, configurando uma excecao (Ogura 1972).

Além disso, acredita-se que a plasticidade fenotipica das raizes € resultado adaptativo
frente aos diferentes habitats (Jung et al. 2008). Embora seja muito difundido que as raizes

possam ter respostas adaptativas a varios tipos de estresse como alagamento ou seca, 0S



processos de desenvolvimento no ambito estrutural e molecular ainda ndo sdo completamente
conhecidos (Bellini et al. 2014).

A maioria das raizes de plantas que desenvolvem aerénguima, seja em angiospermas
ou ndo, possuem aerénquima lisigeno (Jung et al. 2008); entretanto, segundo 0s mMesmos
autores, Isoetes, que € um género de licofitas eusporangiadas, e Marsilea, que € um género de
monilofitas leptosporangiadas (Judd et al. 2009), possuem raizes com formacdo de
aerénquima do tipo esquizégeno oco e lisigeno radial, respectivamente. As razBes que
levaram algumas plantas a formacdo do aerénquima em diferentes processos de
desenvolvimento como esquizogeno e/ou lisigeno permanecem desconhecidas (e.g. Evans
2004; Jung et al. 2008). O que se constata na literatura € que estudos das formas adaptativas
de plantas aquaticas, em pteridofitas, ainda sdo uma lacuna no conhecimento.

Visto a importancia ecoldgica e a variabilidade morfoldgica/estrutural que as plantas
podem apresentar em diferentes sistemas de raizes, a formagdo do aerénquima torna-se um
importante diagnostico das respostas adaptativas a diversidade ambiental em diferentes
grupos taxonémicos (Seago et al. 2005; Jung et al. 2008). Além disso, 0 aerénquima em
raizes, por viabilizar o transporte de gases da atmosfera como o oxigénio (O,) e nitrogénio
(N2), por exemplo, corrobora com mais uma evidéncia da importancia eco-fisioldgica deste

tecido (Jackson & Armstrong 1999).

Abordagens estruturais e moleculares tém mostrado que alguns padrbes de
desenvolvimento, como a formacao de raiz lateral, por exemplo, se diferenciam entre plantas
com uma unica célula apical inicial na raiz, tais como as monilofitas e Selaginella, daquelas
com grupos de iniciais (Seago & Fernando 2013). Se isto se reflete no processo de
desenvolvimento da raiz como um todo, inclusive formacéo do aerénquima, ainda permanece
desconhecido. Por isso, estudos em moniléfitas parecem ser interessantes para fins

comparativos com outras plantas vasculares e para ampliar o conhecimento em organogénese.



1.4 Familia Pteridaceae e 0 Género Ceratopteris

A familia Pteridaceae, segundo Smith et al. (2006), é composta por mais de 1000
especies, distribuidas em mais 50 géneros, representando cerca de 10% da diversidade de
samambaias leptosporangiadas existentes. Uma familia claramente monofilética, em analises
filogenéticas anteriores (Gastony & Johnson 2001; Hasebe et al. 1995; Pryer et al. 1995;
Schneider et al. 2004), tem como caracteristica o dimorfismo foliar - possuindo folhas férteis
e estéreis (Fig. 1), esporangios localizados ao longo das margens de suas frondes (folhas),
frequentemente protegidos por segmentos recurvados da propria margem (pseudoindusio)
(Kramer 1990; Tryon et al. 1990).

Pteridaceae tem uma distribuicdo cosmopolita concentrada em regiGes tropicais
Umidas, ocupando uma ampla variedade de nichos ecoldgicos. Diferencia-se de outras
familias de samambaias por englobar espécies terrestres, epifitas, rupestres e ainda espécies

aquaticas (Tryon & Tryon 1982).

A familia Pteridaceae constitui um grupo muito interessante de plantas, principalmente
pela grande heterogeneidade de seus géneros e espécies, aliada ao fato de ser uma familia com
grande representatividade e importancia, em nivel floristico, na regido neotropical (Prado
1993). De acordo com Schuettpelz et al. (2007), Pteridaceae abriga atualmente cinco
subfamilias: Cryptogrammoideae, Ceratopteridoideae, Pteridoideae, Adiantoideae e

Cheilanthoideae. A filogenia da familia Pteridaceae pode ser observada na figura 2.

Acrostichum e Ceratopteris estdo circunscritos na subfamilia Ceratopteridoideae e sdo
0S Unicos membros aquaticos de toda a familia Pteridaceae. Ambos 0s géneros possuem
adaptacdes morfologicas devidas ao habito, incluindo a formagéo de aerénquima (Schneider
1996; Schuettpelz et al. 2007). De acordo com Schuettpelz et al. (2007), este clado € bem

suportado por alocar a espécie Ceratopteris richardii, um modelo para investigacdo genética e



de desenvolvimento em plantas vasculares sem sementes (Banks et al. 1993; Hickok et al.

1995; Chatterjee & Roux 2000; Leroux et al. 2013).

Ceratopteris € um género de samambaias homosporadas, aquaticas, de habito anfibio,
com distribuicdo pan-tropical. Durante muito tempo, a delimitacdo das espécies do género foi
muito confusa, devido principalmente aos diferentes tamanhos, formas e tipos de recortes de

suas frondes estéreis (Lloyd 1974).

Lloyd (1974) considerou que Ceratopteris possui uma infinidade de formas,
caracterizando polimorfismo fenotipico para o género. Devido a esta variedade morfoldgica,
12 espécies haviam sido descritas para Ceratopteris, embora outros pesquisadores (Campbell
1905; Bower 1923 apud Lloyd 1974) considerassem uma Unica espécie, Ceratopteris

thalictroides, com diferentes morfotipos.

Atualmente, de acordo com a andlise filogenética de Schuettpelz et al. (2007), o
género Ceratopteris aloca 3 espécies: Ceratopteris pteridoides, Ceratopteris thalictroides e
Ceratopteris richardii, a espécie em estudo neste trabalho. Todas as espécies possuem
caracteristicas morfolégicas que foram interpretadas como adaptacdes a um habito de vida
aquatico, como por exemplo, a formacdo de aerénquima (Schneider 1996). A distribuicao

atual do género é ilustrada pela figura 3.

1.5 Ceratopteris richardii Brongn.

Ceratopteris richardii Brongn. (Pteridaceae) é uma samambaia homosporada, ou seja,
produz um tipo de esporo que dara origem a um gametofito hermafrodita ou masculino;
leptosporangiada, onde esporangio é originado a partir de uma Unica célula inicial. E uma
planta aquéatica de habito anfibio, com ocorréncia em regides tropicais e subtropicais do

mundo (Lloyd 1974; Masuyama 1992). Devido a este habito, os exemplares da espécie podem



completar o seu ciclo de vida tanto em habitat aquatico, como em habitat subaquéatico ou de
solo alagado. De facil cultivo, adapta-se com sucesso sob condi¢bes controladas de
desenvolvimento.

Sua morfologia pode ser caracterizada por seu dimorfismo foliar. No inicio de seu
desenvolvimento, os esporofitos apresentam frondes estéreis e trilobadas ovaladas, porém,
novas frondes tornam-se progressivamente maiores e mais recortadas; as frondes féerteis séo
sempre pinatissectas (Lloyd 1974). Por tratar-se de uma planta aquéatica de habito anfibio,
apresenta a formacao de aerénquima tanto nas raizes como nas partes aéreas (Leroux et al.
2013).

C. richardii surgiu como um modelo util para investigacdo de genes envolvidos na
sinalizacdo para definicdo sexual de gametdfitos, dentro de um sistema de plantas sem
sementes (Banks et al. 1993; Hickok et al. 1995; Chatterjee & Roux 2000). Esta espécie é
descrita para utilizacdo como planta modelo por diversos autores (e.g. Hickok et al. 1995;
Banks 1999; Hoffman & Vaughn 1995), devido principalmente a: facilidade de crescimento
em cultura, ciclo de vida curto (pode ser concluido em menos de 120 dias), produc¢édo continua
e abundante de esporos, viabilidade dos esporos e gametdfitos hermafroditas, que podem
gerar espordéfitos completamente homozigotos.

Além disso, Hou & Hill (2004) descreveram a formacdo e anatomia da raiz de
espordfitos jovens de C. richardii e, embora ndo mencionado no estudo, nota-se a formacao
de aerénquima nestes Orgdos, e as lacunas parecem se formar por esquizogenia. Em outro
trabalho sobre o desenvolvimento de raizes laterais na espécie, também ndo € mencionada a
formacéo de aerénquima, porém, ¢ ilustrada a presenca do tecido em suas imagens (Hou et al.
2004).

Tendo em vista todos estes aspectos, € interessante relacionar a formacgdo de

aerénquima frente a situacdes de estresse, principalmente em uma planta modelo para



pteridofitas, e investigar sob o aspecto da limitacdo hidrica. Com base no habito anfibio de C.
richardii, sugere-se que o estresse possa refletir em uma resposta adaptativa, como por
exemplo, um padrdo morfologico e citoldgico diferenciado na formacdo do aerénquima,
alteracdo morfoldgica das células formadoras do mesmo e até mesmo alteracdes na area das
lacunas de ar, como um aumento crescente em relacdo a reducdo da disponibilidade hidrica;
uma vez que lacunas maiores reduziriam o numero de células metabolicamente ativas e,
consequentemente, o gasto energético da planta. As caracteristicas descritas acima conotariam
plasticidade fenotipica a espécie.

Assim, tal projeto é focado na limitacdo hidrica para observacdo das respostas
adaptativas e da plasticidade fenotipica desta espécie. Isso podera contribuir para uma melhor
compreensdo dos processos de desenvolvimento em plantas. Neste caso focamos o
aerénquima, cujo tecido tem sido alvo de estudos no ambito estrutural, fisiologico e

adaptativo em diversas familias de diferentes taxons.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo descrever o desenvolvimento do aerénquima em

raizes de Ceratopteris richardii e analisa-las sob estresse hidrico.

2.2 Objetivos especificos

- Identificar possiveis alteracbes morfoldgicas e citoldgicas nos tecidos da raiz durante a
formacédo das lacunas de ar em consequéncia do estresse hidrico (limitacdo hidrica);
- Verificar plasticidade fenotipica e a tolerancia para a espécie de estudo sob condi¢des de

limitacdo hidrica.
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3. Material e Métodos

3.1.Material Botanico

Foi realizado um teste piloto entre os meses de margo e julho de 2014, no més de
agosto do mesmo ano foi iniciado o experimento. Tanto no teste piloto, quanto no
experimento foram cultivados exemplares da espécie Ceratopteris richardii, obtidos a partir
de esporos, anteriormente armazenados em nosso laboratorio. Os esporos foram higienizados
com solucdo de hipoclorito de sddio 1%, para evitar o crescimento de fungos, e cultivados em
meio de cultura agar, em placas de Petri (Fig. 4A), conforme descrito no “Manual Web C-
Fern” (www.c-fern.org), até que as plantulas desenvolvessem de trés a quatro folhas. Apos
foram transferidas para recipientes de cultivo (copos plasticos) (Fig. 4B) com
aproximadamente 80g de substrato fertilizado especifico para samambaias (“S6é Samambaias”
— VERDAO - Lote: 7896762200580 — Responsével técnico: CREA 45448 — RS), onde foram
regadas com agua destilada, durante um més, até que se estabelecessem. Posteriormente as
amostras foram submetidas ao tratamento com PEG 6000 (polietilenoglicol) em diferentes
concentracdes, além do controle (sem restricdo hidrica). A escolha do agente osmotico
utilizado para simular o estresse deu-se por caracteristicas atribuidas ao PEG, como por
exemplo: ndo penetrar nas células, ndo ser degradado e néo causar toxidez, devido ao seu alto
peso molecular (Hasegawa et al. 1984; Hardegree & Emmerich 1994). De acordo com
Pelegrini et al. (2013), estes atributos fazem com que a utilizagdo do PEG para simular efeitos
do restricdo hidrica em plantas, em trabalhos de pesquisa, tenha sucesso. Para cada
concentracdo ja existe um valor, previamente calculado, do potencial hidrico utilizado como
padrédo (Prof. Claudimar Fior, comunicacao pessoal). As concentragdes, bem como os valores
do potencial hidrico, estdo detalhadas na tabela 1.

O tratamento foi realizado através de regas sobre o substrato, bem como no suporte

onde se localizavam, individualmente, os recipientes de cultivo. A frequéncia das regas foi de
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trés vezes por semana (segundas, quartas e sextas) e o volume de cada solucdo foi de
aproximadamente 50mL sobre o substrato e 20mL em cada suporte, totalizando 70mL de
solucdo por rega. As plantas foram mantidas em equipamento de ambiente controlado
(B.0.D), a uma temperatura de aproximadamente 28,5°C, cerca de 60% U.R. e fotoperiodo de
12 horas, desde o inicio do cultivo dos esporos. No total, vinte amostras foram submetidas ao
experimento, sendo quatro para cada tratamento.

O registro fotografico dos espécimes foi realizado com camera fotografica digital
Nikon Coolpix P520, com lente NIKKOR 180mm 1:3-5.9.

O material botanico testemunho desses exemplares foi depositado no herbario ICN da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob os nimeros de voucher 177363 (individuo

fértil) e 177364 (individuo vegetativo).

3.2. Microscopia fotonica

Apo0s as plantas submetidas ao tratamento emitirem novas raizes, as mesmas foram
cortadas em segmentos de aproximadamente 5 mm, desde o apice até a regido madura (sendo
coletadas somente as novas raizes e mantendo-se o esporéfito em cultivo). Segmentos de
peciolo também foram coletados. O material segmentado foi fixado em glutaraldeido 1% e
formaldeido 4%, em tampéo fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2 (McDowell & Trump 1976),
mantido por 48 horas no vacuo. A seguir, as amostras foram lavadas em tampdo fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,2 (Gabriel 1982) com 3 trocas de 20 minutos cada. A partir desta etapa, o
material foi desidratado e incluido em duas resinas diferentes: hidroxietilmetacrilato, raizes e
peciolo; LRWhite (Londres Resin Company), apenas raizes.

Para a inclusdo em hidroxietilmetacrilato, o material foi desidratado em seérie etilica:
10%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100% — 20 minutos cada (Freshour et al. 1996, mod.) e

posteriormente incluido em resina: etapa A — solucéo 1:1 resina hidroxietilmetacrilato e etanol
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100% (4 horas); etapa B — resina hidroxietilmetacrilato pura (6 horas), inserido em formas
para polimerizacéo (Gerrits & Smid 1983).

Para inclusdo em LRWhite, os segmentos foram primeiramente inseridos em gel de
AGAROSE - 3% solucdo aquosa, este passo foi adicionado devido ao tamanho muito
pequeno do material e dificuldade na orientacdo do mesmo. Subsequentemente, o material foi
desidratado em seérie etilica: 20%, 30%, 50%, 70%, 90% (2 trocas) e 100% (2 trocas) — 30
minutos cada, incluido em resina: etapa A — solugdo 1:1 resina LRWhite e etanol 100% (8 —
12 horas); etapa B — resina LRWhite pura (8 — 12 horas, 3 trocas), inserido em céapsulas de
gelatina e levado a estufa, a 50°C, por 48 horas, para polimerizacdo (Freshour et al. 1996,
mod.).

Apds o material estar totalmente polimerizado, 0 mesmo foi seccionado a 2 um de
espessura, em Microtomo Leica RM2265. Os cortes foram depositados sobre laminas
histoldgicas e secos em placa aquecedora a 50° C.

Para visualizacdo em microscopia fotbnica, as sec¢bes da regido madura foram
coradas com Azul de Toluidina (C.I. 52040) 0,1% pH 8,0 (Feder & O’Brien 1968). Ja as
seccOes das zonas meristematicas foram coradas com Azul de Toluidina 0,1% pH
8,0/Tetraborato de sodio 1% aquoso + Fucsina basica 1% em etanol 50% (Abrew et al. 1993,
mod.). Todos os cortes foram analisados em microscépio éptico Leica DMR-HC, em campo
claro. A captura de imagens foi feita utilizando o mesmo microscopio citado acima, com
camera digital acoplada Leica DFC 500, atraves do programa de captura de imagens AXio

Vision SE64.
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3.3 Analise estatistica

As vinte amostras do experimento, sendo sempre a terceira raiz emitida apds o inicio
do tratamento, tiveram as circunferéncias das lacunas de ar, dos segmentos da zona madura da
raiz (= 5 mm de distancia do apice) medidas, a fim de obtermos dados para comparagdo das
areas totais do aerénquima entre os tratamentos. As medicdes foram realizadas utilizando-se o
mesmo programa utilizado para a captura de imagens. A soma das areas das seis lacunas de
cada seccdo transversal foi utilizada para a analise estatistica. Para isso, os valores foram

inseridos no programa SAS 9.4. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado.
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4. Resultados

4.1 O espordfito

Quando submetidos ao tratamento (1° dia), todos os espordfitos de Ceratopteris richardii
tinham o mesmo tamanho, aproximadamente 1,5cm (parte aérea). Nos dias subsequentes, as
raizes foram coletadas e as amostras fotografadas e medidas novamente (Tab. 2, Fig. 5A, 5C,
5E, 5G, 51). O intervalo em que essas etapas ocorreram variou de acordo com as alteragdes
que eram percebidas nas amostras, como por exemplo, morte de algum exemplar, perda de

turgescéncia/intumescimento.

As raizes apresentaram um alongamento proporcional ao aumento de concentracédo
dos tratamentos, ou seja, quanto mais alta a concentracdo de PEG, maior foi o alongamento,
em proporcéao a parte aérea do esporofito (Fig. 5B, 5D, 5F, 5H, 5J). Contudo, as amostras do
T1 apresentaram comportamento semelhante as plantas controle, mantendo um crescimento
continuo e uniforme. J& as amostras do T2 demonstraram maior desenvolvimento, tanto da
parte aérea, quanto radicular, durante todo o tratamento. Por outro lado, os exemplares
pertencentes aos testes T3 e T4 tiveram a parte aérea mais afetada pelo tratamento, pois o

crescimento do espordfito foi de baixo a nulo, conforme dados da tabela 2.

4.2 Breve descri¢do do desenvolvimento da raiz e aerénquima

A raiz desenvolve-se a partir da célula apical (CA) tetraédrica (Fig. 6), que se divide
formando um merdfito em cada uma de suas faces superiores, sendo que a face inferior
origina as celulas iniciais da coifa. Cada merdéfito formado pelas trés faces superiores da CA

se subdivide anticlinalmente, dando origem a seis colunas de células em diferenciagao.

As analises dos cortes histologicos de C. richardii mostram que suas raizes

apresentam formacdo de aerénquima, que se forma inicialmente por espacos intercelulares
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originados por esquizogenia, ou seja, separacao celular. Esta formacéo € seguida de divisdes e
expansdo das células que circundam as lacunas. Esses mecanismos fazem com que as lacunas
de ar aumentem de tamanho, revelando um tipo esquizo-expansigeno (Fig. 7). As analises dos
cortes maduros das raizes, apresentam uma arquitetura final de aerénquima do tipo favo-de-

mel (Fig. 8).

O inicio da formac&o das lacunas de ar da-se no cortex da zona meristematica, ou seja,
onde as células ainda ndo se diferenciaram, a aproximadamente 200 um da célula apical (CA).
Nesta zona, é possivel identificar, além do promeristema, representado aqui por uma Unica
célula piramidal, os meristemas primarios: protoderme, meristema fundamental e procambio
(Fig. 6). As células da regido meristematica sao relativamente pequenas, com ndcleo grande,
citoplasma denso e parede celular priméria delgada. Esta regido é revestida pela coifa, que
apresenta células maiores do que as da zona meristematica e diferentes entre si; permeando
estas células, nota-se a presenca de uma substancia mucilaginosa, que se mantém apenas na

coifa.

4.3 Formacdo do aerénquima durante a limitacdo hidrica

Durante os primeiros estadios da formacdo do tecido aerifero, cada lacuna de ar é
circundada por, em média, seis células do cortex. Conforme a diferenciacdo celular segue,
este numero vai aumentando, chegando até doze células circundantes nas regides
subsequentes (Fig. 71). Este padrdo manteve-se em todas as amostras do experimento. O
padrédo de formacéo das lacunas de ar, semelhante em todas as amostras analisadas, revela que
ndo houve diferenca, durante os estadios iniciais da formagdo do aerénquima, entre 0s
tratamentos (Fig. 9), pois cada lacuna de ar apresenta um numero semelhante de celulas

circundantes, quando comparadas as amostras. As analises das secc¢des longitudinais da regido
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apical das raizes também ndo demonstraram variagdes no aspecto das lacunas, bem como nos
demais tecidos (Fig. 10). Entretanto, a arquitetura tipo favo-de-mel da regido madura mostra
diferencas entre os tratamentos. Nota-se que o tamanho das lacunas de ar aumenta de acordo
com o aumento de concentracdo de PEG nas regas disponibilizadas (Fig. 8). Foram analisadas
também seccgdes transversais do peciolo, porém, foram observadas somente amostras dos
extremos do tratamento, ou seja, plantas controle e T4. Estas ndo demonstraram diferencas
significativas entre si. As seccdes transversais de ambos apresentam células de tamanho
variavel constituindo um o tecido aerifero com grandes espacos de ar, dois feixes vasculares e

uma camada de células compondo a epiderme (Fig. 11).

A soma das medidas, ou seja, a area total do aerénquima de cada seccao transversal da
regido madura das raizes mostrou diferentes valores, que parecem aumentar conforme o
aumento da concentracdo de PEG (Figs. 8, 12, Tab. 3). Porém, a andlise estatistica revelou
que a diferenca entre as vinte amostras nao é significativa para a variavel avaliada. Os dados
apresentaram alta variabilidade entre algumas amostras submetidas ao mesmo tratamento, o

que pode ser evidenciado pelo coeficiente de variacdo extremamente alto, de 91,96%.
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5. Discussao

As plantas de todas as amostras do experimento apresentaram formacdo de
aerénquima. Os resultados mostram que, ao analisar qualitativamente as plantas submetidas as
diferentes condic@es hidricas, podem ser encontradas alteraces no tamanho das lacunas de ar
de suas raizes maduras. Porém, as andlises estatisticas evidenciaram que tais alteracdes ndo
foram significativas para o nimero amostral. A formacdo semelhante em todos os exemplares
demonstra que o estresse ao qual as plantas foram submetidas parece ndo ter alterado a
formacdo das lacunas de ar nem o desenvolvimento dos demais tecidos se comparados ao

controle.

Acrostichum, grupo irmdo de Ceratopteris, também apresenta formacdo de
aerénguima em suas raizes e peciolo (Soniya & Krishnakumar 2014), tal formacao parece nao
envolver morte celular para caracterizar este aerénquima de lisigeno, embora ndo mencionado
no trabalho. De acordo com os autores supracitados e Schuettpelz (2007), as espécies do
género Acrostichum sdo resistentes a salinidade. Tais informacBes podem revelar duas
caracteristicas compartilnadas pelos dois géneros: a formacdo de aerénquima por um
mecanismo onde ndo hd morte celular e a resisténcia a uma concentracdo osmética mais
elevada, uma vez que os espordfitos de C. richardii submetidos as diferentes concentracoes

de PEG conseguiram aclimatar-se a situacdo proposta, tolerando a restricao hidrica.

O padrao de seis lacunas de ar, observado nos cortes transversais das raizes de C.
richardii esta relacionando com numero de meroéfitos originados pela célula inicial que é
tetraedrica. Esse tipo de desenvolvimento pode ser observado também no trabalho de Hou &
Hill (2004). Os autores descreveram o desenvolvimento da raiz do quinto no de esporofitos
jovens de C. richardii, observando um padrdo de divisdo celular ciclico e assimétrico, em
sentido horéario, ao redor da CA (célula apical), que também conta com seis lacunas de ar

originadas pelos merofitos, corroborando com os resultados de nossas anélises.

19



Quanto ao alongamento radicular, crescente em relacéo a reducéo da disponibilidade
hidrica e em proporcdo a parte aérea, € plausivel admitir que ocorra desta maneira, uma vez
que as raizes se prolongam em busca de dgua no solo. De acordo com Taiz & Zeiger (2013)
quando a agua para a parte aérea se torna limitante, a expansdo foliar reduz-se antes que a
atividade fotossintética seja afetada. Essa reducdo gera uma baixa no consumo de carbono e
energia, fazendo com que aumente a proporcdo de assimilados a ser alocada nas raizes,

sustentando a continuidade do crescimento radicular.

As camadas superiores do solo secam em primeiro lugar, a medida que a restri¢do
hidrica avanca; isso faz com que as plantas proliferem suas raizes até camadas mais profundas
e mais Umidas do solo (Koike et al. 2003). Em plantas sem frutos (como é o caso de C.
richardii), o prolongamento radicular é mais pronunciado do que em plantas com frutos, ja
que durante o déficit hidrico, os fotossintatos sdo frequentemente direcionados para os frutos.
A competicdo por fotossintatos entre raizes e frutos resulta em uma maior sensibilidade ao
déficit hidrico por parte das plantas durante a reproducdo (Taiz & Zeiger 2013), isso pode
explicar o fato do alongamento continuo em C. richardii, uma vez que grande parte dos

assimilados podem ser direcionados para as raizes, sem que haja competicao.

Quanto aos resultados obtidos nas analises do peciolo, é possivel afirmar que o 6rgédo
ndo sofreu alteragdes em sua anatomia, pois as seccOes transversais tanto do controle, quanto
do T4 apresentaram uma distribuicdo de células e tecido aerifero semelhantes. Contudo, a
morfologia externa mostrou-se mais sensivel, visto que o crescimento do 6rgdo mostrou-se

menor no T4.

A maioria das plantas aquaticas formam aerénguima em suas raizes, caules e folhas
(Rascio 2002). De acordo com 0 mesmo autor, esta caracteristica esta associada a evolugédo

convergente destes organismos para sobreviverem em ambiente aquatico. Ja outras plantas,
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como anfibias e/ou ndo aquéticas, podem formar aerénquima em resposta a baixa aeracao
independente de estarem submersas ou ndo. Portanto, os limites de adaptacdo entre estes tipos
de plantas, com base na presenca de aerénquima ndo sao claros (Justin & Armstrong 1987;

Jackson & Armstrong 1999; Jung et al. 2008).

A adaptabilidade para modificar algumas caracteristicas estruturais, como a variagdo
no tamanho das lacunas, encontrada em C. richardii aliada a resisténcia em condi¢fes de
estresse, pode estar associada ao habito anfibio, o que pode favorecer seu estabelecimento em
diferentes ambientes. Posto que espécies anfibias podem apresentar ajustes estruturais e
fisiologicos, devido a passagem da forma terrestre para aquatica e vice-versa (Leite et al.

2012), é razoavel pensar nessa associacao.

Este trabalho buscou analisar a formacdo de aerénquima nas raizes da samambaia
aquatica Ceratopteris richardii, frente a uma situacdo de estresse. Os resultados descritos
acima revelam importantes caracteristicas para a espécie de estudo, que parece aclimatar-se a
situacdo de limitacdo hidrica a qual foi submetida, visto que, os diferentes tratamentos nédo
afetaram a o processo de formacdo do aerénquima e mantiveram o mesmo desenvolvimento

em relagéo ao controle.

Quanto as caracteristicas morfoldgicas de C. richardii, podemos inferir que a espécie
possui plasticidade fenotipica, pois o alongamento radicular e redugéo da parte aérea parecem

apoiar essa hipétese. Entretanto, um maior nimero de plantas deve ser analisado.

Unindo os atributos mencionados, pode-se inferir que C. richardii possui
caracteristicas que podem torna-la mais competitiva para sobrevivéncia em ambientes sujeitos

a restrigdo hidrica.

Estes dados contribuem para um melhor entendimento sobre o desenvolvimento e os

mecanismos de resisténcia das plantas de habito anfibio. Contudo, estudos mais aprofundados
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relacionados a este ou outros tipos de estresse, tais como 0s nutricionais, por exemplo,
envolvendo um numero maior de exemplares, poderiam ajudar a elucidar questdes

relacionadas a formacéo de aerénquima e o ambiente.
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ANEXO 1-TABELAS
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Tabela 1. Disposigdo amostral. Tratamentos (T), suas respectivas concentragdes de
Polietileno glicol (PEG 6000) e valores de potencial hidrico (MPa).

Tratamentos Concentracéo de PEG 6000 Potencial hidrico (MPa)
(9/L)
T4 92,4g/L -0,13 MPa
T3 60,09/L -0,066 MPa
T2 38,0g/L -0,033 MPa
T1 23,1g/L -0,017 MPa
T0 Agua destilada 0 MPa

Tabela 2. Andlise dos esporofitos de C. richardii. Crescimento (cm) durante os dias de

tratamento.
Tratamentos 1° 15° 30° 50°
T4 ~1,5cm 1,5cm 1,5cm
T3 ~1,5cm 2,5cm 3cm 3cm
T2 ~1,5cm 4cm 7,5cm 1lcm
T1 ~1,5cm 3,5cm 4cm 5cm
TO ~1,5cm 2,5cm 5cm 9cm
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Tabela 3. Area das lacunas de ar formadas nas raizes de C. richardii. MedicGes da area total

das lacunas em cada tratamento, em corte transversal.

Tratamentos Area total em pm2 Area total em mm?
T4 18.178,36 pum? 0,0181 mm?
T3 11.948,97 pm? 0,0119 mm?2
T2 7.941,73 pm? 0,0079 mm?2
T1 4.765,38 pum? 0,0047 mm?
TO 8.756,56 pum? 0,0087 mm?
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ANEXO 2 - FIGURAS

33



Figura 1. Desenho esquematico dos esporofitos jovens de C. richardii evidenciando
dimorfismo foliar. A) individuo fértil. B) individuo estéril. Barra = 2 cm. Desenho de Bianca

Mastrantonio.
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Figura 2. Parte da filogenia da familia Pteridaceae. Eclipse vermelho evidenciando a

subfamilia Ceratopteridoideae e eclipse azul evidenciando o género Ceratopteris. Modificado

de Schuettpelz et al., 2007.
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Leaflet | Mapbox, OpenStreetilap contributors

Figura 3. Distribuicdo atual do género Ceratopteris. Retirado de GBIF Secretariat: GBIF
Backbone Taxonomy, 2013-07-01.

Figura 4. A) plantulas de C. richardii em meio de cultura. B) plantulas de C. richardii no

recipiente de cultivo. Barras =1 cm.
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Figura 5. Aspecto geral dos esporoéfitos de C. richardii com 30 dias de tratamento A) TO. C)
T1.E) T2. G) T3. 1) T4. Alongamento radicular das amostras B) TO. D) T1. F) T2. H) T3. J)

T4. Barras =1 cm.
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Figura 6. Fotomicrografia de secgdo longitudinal da raiz de C. richardii, em resina
hidroxietilmetacrilato, corada com azul de Toluidina 0,1% pH 8,0/Tetraborato de s6dio1%
aquoso + Fucsina basica 1% em etanol 50%. Evidenciando os trés meristemas primarios. A)
Protoderme (Pd); Meristema fundamental (Mf); Procambio (Pc). Seta indicando a coifa. Barra

= 50 um. B) seta evidenciando a célula apical tetraédrica. Barra =20 pm.
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Figura 7. Sequéncia de cortes transversais do apice radicular de C. richardii, em resina
hidroxietilmetacrilato, corado com azul de Toluidina 0,1% pH 8,0/Tetraborato de sédio1%
aquoso + Fucsina basica 1% em etanol 50%. A) célula apical tetraédrica (seta). B) primeiros
espacos intercelulares sendo formados (setas). Protoderme (Pd); Meristema fundamental
(Mf); Procdmbio (Pc). C) regido com os seis espacos intercelulares definidos (setas). D) inicio
da expansdo das células circundantes da lacuna de ar e aumento da lacuna (cabeca de seta). E)
célula formadora de raiz lateral (asterisco). F) inicio da formacdo de uma segunda camada de
lacunas no cortex (setas). G) células circundantes das lacunas de ar em expansao. Célula
formadora de raiz lateral em crescimento (asterisco). H) aumento no nimero de espagos
intercelulares da segunda camada de lacunas de ar (setas). 1) cortex com as lacunas de ar bem
definidas e células circundantes em expansdo. Epiderme (Ep); Cortex médio (Cm);
Endoderme (e); Periciclo (p); Cilindro vascular (Cv). Barras = 50 pum.
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Figura 8. Cortes transversais da regido madura das raizes de C. richardii, em resina
LRWhite, corados com azul de Toluidina 0,1%. A) TO. B) T1. C) T2. D) T3. E) T4. Epiderme

(Ep); Cilindro vascular (Cv). Lacunas de ar em ciano. Barra = 50 pm.
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Figura 9. Secc¢des transversais dos quatro tratamentos em trés diferentes fases. Material
incluido em resina hidroxietilmetacrilato, corado com azul de Toluidina 0,1% pH
8,0/Tetraborato de s6dio1% aquoso + Fucsina basica 1% em etanol 50%. Fase um. A) T1. B)
T2. C) T3. D) T4. Fase dois. E) T1. F) T2. G) T3. H) T4. Fase trés. 1) T1. J) T2. K) T3. L)

T4. Abertura das lacunas (setas). Barra = 50um.
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Figura 10. A) Imagem em estereomicroscopio mostrando a regido apical da raiz. Regido
apical (RA). Barra = 2 mm. Cortes longitudinais dos cinco tratamentos, em resina
hidroxietilmetacrilato, corado com azul de Toluidina 0,1% pH 8,0/Tetraborato de s6dio1%
aquoso + Fucsina basica 1% em etanol 50%. B) T0. C) T1. D) T2. E) T3. F) T4 mostrando as

lacunas de ar. Formacao de raiz lateral (setas). Barras: B até E = 50um.
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Figura 11. Seccdes transversais do peciolo de C. richardii, em resina hidroxietilmetacrilato,
corado com azul de Toluidina 0,1%. A) TO. B) T4. Epiderme (Ep); Feixe vascular (Fv);

lacuna de ar (ar). Barra = 50 pm.
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Figura 12. Area total das lacunas de ar das raizes (um?2) por concentracdo de PEG (g/L).
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